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1 UVOD  
 
Polifenoli so eni izmed najštevilčnejših in vseprisotnih sekundarnih metabolitov rastlin. Človek 
jih zaužije s sadjem in zelenjavo, pa tudi s sokovi, pivom in vinom. Cilj raziskav so postali šele 
v zadnjih desetletjih zaradi odkritih pozitivnih vplivov na človeško zdravje. Pred tem so 
polifenole enačili s tanini, ki kot antinutrienti motijo absorpcijo hranil. Danes poznamo 
pozitivne učinke polifenolov pri zdravljenju in preprečevanju raka ter bolezni srca in ožilja. 
Ostali potencialni pozitivni učinki so antiaterogenični, antiulkusni, antitrombotični, protivnetni, 
antialergeni, antikoagulantni, protimikrobni, antioksidantivni in protibolečinski, delujejo pa 
tudi kot imunski modulatorji. Ti učinki so verjetno posledica ravno njihovih močnih 
antioksidativnih lastnosti. 
 
Ker polifenoli sestavljajo velik del človeške prehrane, pričakujemo, da bodo na neki točki v 
prebavi prišli v stik s proteini. Dokazano je, da imajo polifenoli visoko afiniteto do proteinov v 
slini, prebavilih in plazmi. Vezava na proteine lahko spremeni njihovo sekundarno ali terciarno 
strukturo in tvorbo zapletenih skupkov, odvisno od velikosti in strukture proteinov. 
Raznolikosti v velikosti in strukturi polifenolov močno vplivajo na absorpcijo, metabolizem in 
aktivnost in vivo. Na biorazpoložljivost polifenolov vplivajo njihova struktura, zaužita količina, 
interakcije s hrano, stopnja biokonverzije v črevesju in tkivu, zdravstveno stanje človeka ter 
genetski faktorji. 
 
Albumini so najpomembnejši proteini krvožilnega sistema, saj delujejo kot shramba in 
prenašalci mnogih eksogenih spojin. S preučevanjem interakcij med albumini in polifenoli, 
dobimo vpogled v njihov metabolizem in transport po telesu, saj imajo do njih visoko afiniteto. 
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 2 PREGLED OBJAV 
2.1 SKUPINE POLIFENOLOV 
 
 
Slika 1 Struktura polifenolov po skupinah (Manach in sod., 2004). 
Trenutno je poznanih preko 8000 različnih fenolnih spojin, najdenih v sadju, zelenjavi, semenih 
in rastlinskih tekočinah. Delimo jih na enostavne fenole in polifenole. Polifenoli so glavni 
antioksidanti v človeški prehrani. Glavne skupine polifenolov so glede na naravo ogljikovega 
ogrodja opredeljene v fenolne kisline, flavonoide ter manj pogoste stilbene in lignane. Večina 
polifenolov v rastlinah je v obliki glikozidov. So sekundarni metaboliti brez metabolnega 
pomena za rastline, so pa uporabni pri zaščiti pred UV svetlobo, pri obrambi proti mikrobom 
in z neprijetnim okusom pri obrambi proti škodljivcem. 
2.1.1 Fenolne kisline 
 
Fenolne kisline delimo v dve večji podskupini: derivate benzoične kisline (hidroksibenzoične 
kisline) in derivate cimetne kisline (hidroksicimetne kisline). Obe imata ogljikovo strukturo 
C6-C1. Največ hidroksibenzoičnih kislin najdemo v rdečem sadju, črni redkvici in čebuli (v 
koncentracijah do nekaj 10 mg/kg sveže mase). Čaj je dober vir galne kisline (v čajnih listih jo 
je do 4,5 g/kg sveže mase). Hidroksibenzoične kisline so sestavni del kompleksnih struktur 
hidrolizabilnih taninov. Ker dobimo proste in esterificirane hidroksibenzoične kisline le v 
manjšem delu rastlinske hrane in nimajo velikega prehrambenega pomena za človeka, so manj 
preučevane.  
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Hidroksicimetne kisline so bolj pogoste. Prisotne so v vseh delih zrelih sadežev, največ pa v 
zunanjih. Sadeži z največjo vsebnostjo (0,5-2 g/kg sveže mase) so borovnice, kivi, slive, češnje 
in jabolka. Najpogostejše hidroksicimetne kisline so p-kumarna, kavna, ferulna in sinapinska 
kislina, ki jih najdemo v prostih in vezanih oblikah. Proste oblike so redke. Največ jih je v 
zamrznjeni, sterilizirani in fermentirani hrani. Vezane oblike so glikozilirani derivati estrov 
kininske, kavne, šikiminske in tartarske kisline. Prosta in esterificirana kavna kislina je 
najpogostejša fenolna kislina v sadežih, kar predstavlja 75-100 % vseh hidroksicimetnih kislin. 
Kavna in kininska kislina tvorita klorogensko kislino, ki jo dobimo v več vrstah sadežev, v 
veliki koncentraciji pa v kavi (med 70 in 350 mg na skodelico). Ferulne kisline najdemo največ 
v zrnih žitaric (pšenica, rž in koruza), kar predstavlja do 90 % vseh polifenolov v njih. Tako kot 
pri sadežih jo je tudi tu največ v zunanjih delih zrn. Je v trans obliki, esterificirana na 
arabinoksilane in hemiceluloze v alevronu in perikarpu. V žitih najdemo tudi dimere ferulne 
kisline, ki povezujejo hemicelulozne verige med sabo. 
2.1.2 Flavonoidi 
 
Flavonoidi so skupina strukturno raznolikih polifenolov, ki imajo enotno ogljikovo ogrodje C6-
C3-C6. Za biosintezo je potrebno sodelovanje fenilpropanoidne biosintezne poti, derivatov iz 
šikiminske in poliketidne biosintezne poti ter derivatov iz acetatne ali malonatne biosintezne 
poti. Flavonoide ločimo v več podskupin glede na stopnjo oksidiranosti: flavonole, flavone, 
flavanone, izoflavone, antocianine in flavanole. 
 
Flavonoli so v prehrani najštevilčnejši flavonoidi. Glavna predstavnika sta kvercetin in 
kamferol. Flavonole najdemo v glikoziliranih oblikah (v sadju jih je 5-10) v koncentracijah med 
15 in 30 mg/kg sveže mase. Najpogosteje vezan sladkor nanje je glukoza ali ramnoza, lahko pa 
je tudi galaktoza, arabinoza, ksiloza ali glukuronska kislina. Največ flavonoidov med živili ima 
čebula (do 1,2 g/kg), manj pa ohrovt, por, brokoli in borovnice ter rdeče vino in čaj. Rastline 
akumulirajo flavonoide v zunanjih in zračnih tkivih, saj je njihova biosinteza stimulirana s 
svetlobo. Zaradi tega nastanejo razlike v koncentracijah flavonolov med sadeži na istem 
drevesu in celo na samem sadežu. 
 
Flavoni so v sadju in zelenjavi veliko redkejši, kjer so v obliki glikozidov luteonina in 
apigenina. Edina pomembna dokumentirana vira flavonov sta peteršilj in zelena. Žita, kot sta 
pšenica in proso, pa vsebujejo C-glikozide flavonov. Najbolj hidrofobne flavone najdemo v 
lupinah citrusov. To so polimetoksilirani flavoni tangeretin, nobiletin in sinensetin. 
 
Flavanoni so prisotni v paradižnikih, nekaterih aromatičnih rastlinah (meta), v največjih 
koncentracijah pa v citrusih. Glavni aglikon je naringenin v grenivkah, hesperetin v 
pomarančah in eriodiktiol v limonah. Flavanoni so ponavadi glikirani z disaharidom 
neohesperidozo (grenek okus) ali rutinozo (brez okusa). V pomarančnem soku je koncentracija 
hesperidina med 200 in 600 mg/L, narirutina pa med 15 in 85 mg/L. Ker je koncentracija 
flavonov največja v mesnatem delu pomaranče, je lahko celokupna količina flavonov v celotni 
pomaranči petkrat večja kot v pomarančnem soku. 
 
Izoflavoni so flavonoidi, strukturno podobni estrogenom. Ta podobnost izvira iz hidroksilnih 
skupin vezanih na mesti 7 in 4' v konformaciji, ki je analogna tisti na molekuli estradiola. To 
ima za posledico psevdohormonalne lastnosti izoflavonov, saj se lahko vežejo na estrogenske 
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receptorje, kar jim dodeli naziv fitoestrogenov. Izoflavone najdemo povečini samo v stročnicah, 
kjer so soja in njeni produkti glavni vir v človeški prehrani. Celokupna koncentracija 
izoflavonov v soji je med 580 in 3800 mg/kg sveže mase, v sojinem mleku pa približno 20 krat 
manj. Sojini produkti vsebujejo tri glavne izoflavone: genistein, daidzein in glicitein, v 
koncentracijskem razmerju 1:1:0,2. So lahko v štirih oblikah: aglikon, 7-O-glukozid, 6''-O-
acetil-7-O-glukozid in 6''-O-malonil-7-O-glukozid. Derivati 6''-O-malonilglukozida imajo 
neprijeten, grenek in trpek okus. Občutljivi so na toploto in so med procesiranjem hrane 
ponavadi hidrolizirani do glikozidov. Ti se med fermentacijo določenih živil hidrolizirajo do 
aglikonov, ki so zelo termostabilni.  
 
Flavanole najdemo v monomerni (katehini) in polimerni obliki (proantocianidini). Katehine 
najdemo v veliko različnih sadežih in pijačah. Sadje z največ katehinov so marelice (do 250 
mg/kg sveže mase). Najdemo jih tudi v čokoladi, zelenem in črnem čaju, ki ima manj 
monomerov flavanolov, ker oksidirajo med toplotnim obdelovanjem listov do kompleksnejših 
kondenziranih polifenolov teaflavinov (dimeri) in tearugibinov (polimeri). Katehini in 
epikatehini so glavni flavanoli v sadju; galokatehin, epigalokatehin in epigalokatehin galat pa 
so glavni v nekaterih stročnicah, grozdju in čaju. Flavanoli v primerjavi z ostalimi flavonoidi v 
hrani niso glikozilirani in so termostabilni. Na primer: epikatehini v čaju so v vreli vodi pri pH 
5 termostabilni 7 ur, pri čemer jih razpade samo 15 % (Manach in sod. 2004). Proantocianidini, 
ki so znani tudi kot kondenzirani tanini, so dimeri, oligomeri in polimeri katehinov. Ti so med 
sabo povezani med C4 in C8 ali C4 in C6. Pri vezavi s proteini v slini so proantocianidini vir 
trpkega okusa sadja in pijač ter grenkega okusa čokolade. Trpkost se spreminja skozi zorenje 
in ponavadi izgine, ko sadje dozori zaradi polimerizacije z acetaldehidom. Ta polimerizacija je 
vzrok za navidezno zmanjšanje koncentracije taninov v sadju skozi zorenje. Celokupno 
količino proantocianidinov je težko določiti, ker se zelo razlikujejo po strukturi in molekulski 
masi.  
 
Antocianini so pigmenti, raztopljeni v vakuolah epidermnih celic, ki dajejo roza, rdečo, modro 
ali vijolično barvo, pri določenem pH-ju so lahko tudi brezbarvni. V aglikonski obliki 
(antocianidini) so zelo nestabilni. V rastlinah so zaradi glikozilacije (ponavadi z glukozo na 
mestu 3) in esterifikacije z različnimi organskimi ter fenolnimi kislinami stabilni na svetlobi, 
odporni na oksidacijo in spremembe pH. Poleg tega se stabilnost antocianinov lahko poveča s 
tvorbo kompleksov z ostalimi flavonoidi (kopigmentacija). Antocianine najdemo v rdečem 
vinu, nekaterih žitih in korenasti zelenjavi. Najbolj pogosti antocianidini v hrani so cianidini. 
V brusnicah je njihova koncentracija sorazmerna z intenziteto obarvanosti (med 2 in 4 g/kg 
sveže mase). V večini primerov se antocianini nahajajo v lupini, razen pri nekaterih rdečih 
sadežih (jagode in češnje). V vinu je antocianinov 200-350 mg/L, ki se s staranjem vina vežejo 
v različne komplekse. 
2.1.3 Stilbeni 
 
Stilbeni so produkti fenilpropanoidne in poliketidne biosintezne poti, sestavljeni iz osnovnega 
ogljikovega ogrodja C6-C2-C6. Polimeri stilbenov se lahko sintetitzirajo preko oksidativne 
vezave monomerov, kot sta resveratrol in piceatanol. V človeški prehrani jih najdemo v majhnih 
količinah. Resveratrol, za katerega so poznani protirakavi učinki, najdemo v rdečem vinu v 
koncentracijah 15-23 mg/L, kar pa je premalo za kakršenkoli zdravilni učinek pri normalni 
prehrani. 
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2.1.4 Lignani 
 
Lignani so zgrajeni iz dveh fenilpropanskih enot. V lanu najdemo sekoizolaricirezinol v 
najvišjih koncentracijah do 3,7 g/kg suhe mase, v manjših pa tudi matairezinol. Poleg lanu ju 
najdemo tudi v ostalih žitih, sadju in nekateri zelenjavi, a so tu koncentracije manjše za faktor 
1000. Lignani so s črevesno mikrofloro metabolizirani do enterodiola in enterolaktona. Nizki 
koncentraciji sekoizolaricirezinola in matairezinola, ki ju vnesemo v telo z normalno prehrano, 
ne pripomorejo k izmerjeni koncentraciji metabolitov enterodiola in enterolaktona, ki ju 
ponavadi določamo v plazmi in urinu. Iz tega lahko sklepamo, da za enterodiol in enterolakton 
obstajajo še drugi neidentificirani prekurzorji rastlinskega izvora.  
2.2 GLAVNI PROTEINI V PLAZMI 
 
V človeški krvi najdemo tri glavne proteine: albumin, globulin in fibrinogen. Serumski albumin 
je globularni protein z molekulsko maso 66,5 kDa, sestavljen iz treh podobnih domen (I, II in 
III), ki vsebujejo po dve poddomeni (A in B). Albumin je ločen v devet zank (L1-L9) s 
sedemnajstimi disulfidnimi vezmi (Seetharamappa in sod. 2013). Ima dve specifični vezavni 
mesti z veliko afiniteto do zdravil na IIA in IIIA poddomeni. Sintetiziran je v jetrih kot 
preproalbumin, ki ima N-terminalni peptid. Ta je odstranjen pred sprostitvijo iz zrnatega 
endoplazmatskega retikuluma. Novonastali proalbumin se dokončno oblikuje v Golgijevem 
aparatu, od koder se sprosti v kri. Koncentracija albumina v krvi je med 35 in 50 g/L, njegova 
razpolovna doba v serumu je 20 dni. V krvi ima nalogo vzdrževanja onkotičnega pritiska, 
transporta hormonov, maščobnih kislin, nekonjugiranega bilirubina in mnogih zdravil, 
kompetitivno veže kalcijeve ione ter še marsikaj drugega. V raziskavah se namesto človeškega 
uporablja goveji serumski albumin, saj je po strukturi in delovanju zelo podoben človeškemu. 
 
Globulini so tudi globularni proteini z višjo molekulsko maso od albuminov, s širokim 
razponom med 93 in 1193 kDa. Netopni so v čisti vodi, topijo pa se v solni raztopini. Delimo 
jih v pet skupin: alfa 1, alfa 2, beta 1, beta 2 in gama. Celokupna koncentracija globulinov v 
krvi zdravega človeka je med 26 in 46 g/L. Najlažje jih ločimo z gelsko elektroforezo, iz katere 
lahko določimo bolezenske znake ob spremenjenem ravnovesju frakcij globulinov. 
 
Fibrinogen je glikoprotein paličaste oblike z molekulsko maso 340 kDa in je glavni faktor za 
strjevanje krvi. V krvi zdravega človeka je v koncentracijah 2-4 g/L. 
2.3 ABSORPCIJA POLIFENOLOV V TELO 
 
Pomembno je vedeti, da najpogostejši polifenoli v človeški prehrani niso vedno najbolj aktivni 
v telesu. To je lahko zaradi slabe absorpcije, hitrega metabolizma, eliminacije in manjše 
aktivnosti znotraj telesa. V telo se iz tankega črevesja lahko absorbirajo samo aglikoni, v hrani 
pa je večina polifenolov v obliki estrov, glikozidov in polimerov, ki jih ne moremo absorbirati 
v nativni obliki. Te oblike se morajo pred absorpcijo hidrolizirati s pomočjo črevesnih encimov 
ali črevesnih mikroorganizmov. Ko so vpleteni mikroorganizmi, pade stopnja absorpcije tudi 
zaradi metabolizma aglikonov v preproste aromatske kisline. Med absorpcijo se polifenoli 
konjugirajo, kar se zgodi še enkrat v jetrih. Tu se polifenoli metilirajo, sulfatirajo ali 
glukuronidirajo. To so procesi razstrupljanja polifenolov, kot tudi ostalih ksenobiotikov. 
Procesi povečajo tudi hidrofilnost molekul, kar zviša njihovo zmožnost izločitve z urinom in 
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žolčem. Ta konjugacija je zelo efektivna, tako da so aglikoni v krvi skoraj popolnoma odsotni 
kmalu po vnosu v telo. Polifenoli v krvi so v obliki konjugiranih derivatov, ki so v veliki meri 
vezani na albumine. Polifenoli lahko prehajajo skozi tkiva, še posebej tam, kjer so 
metabolizirani. Zmožnost njihovega akumuliranja znotraj specifičnega tkiva, kjer so potrebni, 
pa ni še točno znana. Večina polifenolov je izločena z urinom. Tisti, ki se izločijo z žolčem in 
pridejo še enkrat v stik z encimi mikroorganizmov (β-glukuronidaza), se lahko še enkrat 
reabsorbirajo. 
 
 
Slika 2 Absorpcija, transport in izločanje polifenolov v telesu (Scalbert in sod., 2002). 
Mnogo mehanizmov absorpcije polifenolov znotraj črevesja še ni poznanih. Večina polifenolov 
je verjetno preveč hidrofobnih, da bi prešli skozi črevesno steno s pasivnim transportom. Eden 
izmed mehanizmov transporta cimetove in ferulne kisline je od natrija odvisen saturacijski 
transportni mehanizem. V hrani najdemo vse flavonoide razen flavanolov v glikozilirani obliki, 
kar vpliva na absorpcijo. Večina glikoziliranih flavonoidov naj bi prestala kislo okolje v želodcu 
in nespremenjeni prešli v tanko črevo. Tu se lahko absorbirajo samo aglikoni, glikozilirani 
flavonoidi pa potujejo dalje do debelega črevesa, kjer pridejo v stik s hidrolizirajočimi encimi. 
Zaradi manjše aktivne površine debelega črevesa za transport snovi v primerjavi s tankim, je 
učinkovitost absorpcije v debelem črevesu manjša. 
 
Sestava hrane naj ne bi vplivala na absorpcijo polifenolov. Absorpcija kvercetina, katehina in 
resveratrola je bila enaka, tudi če so bili vneseni v telo v treh različnih medijih (v belem vinu, 
grozdnem in zelenjavnem soku). Enako je bilo dokazano za izoflavone, kjer ni važen tip sojine 
hrane, s katero jih vnesemo, kot tudi ne dodatna prisotnost prehranskih vlaknin. Vlaknine so 
ponavadi povezane s polifenoli, saj stimulirajo fermentacijo v črevesju, in tako spodbudijo 
mikroorganizme, da začnejo proizvajati določene polifenolne metabolite. Na absorpcijo 
polifenolov lahko vpliva prisotnost oziroma odsotnost hrane. V plazmi so bile tako izmerjene 
veliko višje koncentracije flavonolov, ko so jih testni subjekti prejeli v vodno-alkoholni 
raztopini na tešče, kot pa pri tistih, ki so jih prejeli enako količino s hrano. Iz tega lahko 
sklepamo, da vnos polifenolov s hrano omejuje absorpcijo le-teh. Če bi hoteli doseči višje 
koncentracije polifenolov v plazmi, bi jih bilo smiselno jemati kot suplemente ločene od hrane 
(prehranska dopolnila) (Manach in sod. 2004). 
Šraml I. Interakcije polifenolov s proteini krvne plazme. 
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Proteini poleg tega vežejo v hrani prisotne polifenole in tako tvorijo topne ali netopne 
komplekse. S tem se zmanjša biološka dostopnost proteinov, kar za razviti svet ni 
problematično zaradi prehrane z veliko vsebnostjo proteinov. Lastnost, da proteini vežejo 
polifenole, izkoriščajo proizvajalci pijač rastlinskega izvora, ki jim dodajajo določene proteine, 
da se oborijo skupaj s tanini in tako izboljšajo prosojnost, stabilnost in okus pijače (Bourvellec 
in sod. 2012). 
 
Koncentracija polifenolov v plazmi po zaužitju je zelo raznolika in odvisna od narave 
polifenolov in vrste hrane. Po vnosu 80-100 mg kvercitina, katehina ali epikatehina v obliki 
jabolk ali čebule, je bila koncentracija v plazmi 0,3-0,75 µmol/L. Ko so bili vneseni z zelenim 
čajem, je bila koncentracija v plazmi 0,25-0,7 µmol/L pri vnosu 70-165 mg, s kakavom 0,25-
0,7 µmol/L pri vnosu 70-165 mg, z rdečim vinom pa 0,09 µmol/L pri vnosu 35 mg. Najvišja 
koncentracija hesperetina v plazmi (1,3-2,2 µmol/L) je bila izmerjena 5-7 ur po vnosu 130-220 
mg hesperitina s pomarančnim sokom. Naringenin iz grenivke je dosegel koncentracije do 6 
µmol/L pri vnosu 200 mg. Antocianini se za razliko absorbirajo slabše. Najvišje koncentracije 
do le nekaj 10 nmol/L v plazmi pri vnosu 110-200 mg dosežejo po 0,5-2 uri po vnosu. Najboljše 
absorbirani so flavonoidi s koncentracijami v plazmi 1,4-4 µmol/L po 6-8 ur po vnosu 50 mg 
izoflavonov s sojinimi produkti. Zaradi dobre absorpcije flavonoidov se zastavi vprašanje 
škodljivosti pri dojenčkih, ki zaradi alergije do kravjega mleka popijejo večje količine sojinega 
mleka. Vnos je tako visok do 50 mg na dan, kar je relativno gledano 5-10 krat večja količina 
od tiste, ki že ima fiziološki učinek na menstrualni cikel odrasle ženske (Manach in sod. 2004). 
Mejna vrednost za učinkovanje polifenolov in vitro, določeno z raziskavami, je med 0,1 µmol/L 
in 100 µmol/L. Ker pa fiziološke koncentracije ne narastejo nad 10 µmol/L, se in vitro 
koncentracije nad 10 µmol/L ne upošteva z izjemo črevesnega lumna (Williamson in sod., 
2005). 
2.4 EKSPERIMENTALNE METODE ZA ŠTUDIJ INTERAKCIJ MED POLIFENOLI IN 
PROTEINI 
 
Reverzibilnih interakcij med polifenoli in proteini zaradi kompleksnosti ne moremo preučiti z 
eno samo metodo, ker nam ne bi podala dovolj informacij. Interakcije lahko tako na splošno 
gledano preučimo s tremi metodami: z direktnim proučevanjem kompleksov v raztopini, s 
precipitacijo (oboritvijo) proteinov s polifenoli in indirektno s proučevanjem posledic interakcij 
na aktivnosti encimov. Metode so opisali Bourvellec in Renard (2012) ter Poklar (2015). 
 
Ravnotežna dializa (angl. equilibrium dialysis) je prva direktna metoda, s katero lahko 
preučujemo topne komplekse med polifenoli in proteini. Zanjo potrebujemo majhne količine 
vzorca. Omogoča določanje razmerja med strukturo in lastnostmi polifenolov ter proteinov in 
število molekul polifenola vezanih na eno molekulo proteina. V teoriji lahko z uporabo 
Scatchardove enačbe izračunamo število vezavnih mest in afinitetno konstanto. Pred izračunom 
je potrebno zagotoviti dve predpostavki: protein ima fiksno število neodvisnih vezavnih mest 
in vsako vezavno mesto ima enako afiniteto do polifenolov. Če se polifenol lahko veže na več 
načinov ali se veže v sodelovanju z ostalimi polifenoli, je izračun nenatančen. Interpretacija 
rezultatov je lahko težavna, če ima protein veliko vezavnih mest ali če je nizka afiniteta med 
proteini in polifenoli. Ravnovesna dializa nam ne poda informacij o naravi vezavnih mest. 
Določitev količine polifenolov je lahko lažno napačna, saj se polifenoli lahko vežejo na dializno 
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membrano. Metoda je počasna in zato ni primerna za preučevanje sistemov občutljivih na 
oksidacijo. 
 
Izotermna titracijska kalorimetrija (angl. isothermal titration calorimetry; ITC) je uporabna za 
določanje termodinamičnih sprememb pri tvorbi kompleksov proteinov s polifenoli. ITC meri 
vezavno ravnotežje z določitvijo toplote, ki se sprosti ali porabi v kalorimetru pri izotermalnih 
pogojih. Na rezultate ne vpliva možna oboritev nastalih kompleksov kot tudi ne velikost 
molekul. Meritve so direktne in kvantitativne, z njimi lahko določimo vpliv polifenolov kot tudi 
proteinov na interakcijo. ITC je nenatančna, če je sprememba temperature premajhna za 
zaznavo, število injekcij vzorca je veliko in čas uravnovešenja je dolg. Poleg tega potrebujemo 
velike količine vzorca, hkrati pa je možnost nezaželjenih reakcij, ki bi motile meritve.  
 
Gelska izključitvena kromatografija (angl. size exclusion chromatography) in afinitetna 
kromatografija sta enostavni, a uporabni metodi za določanje tvorbe topnih kompleksov. Gelska 
izključitvena kromatografija je uporabna metoda tudi za ocenitev velikosti in obnašanja 
kompleksov. Tanini se na primer imobilizirajo v koloni Sepharose 4B in nato vežejo proteine. 
Ta sistem je priročen za prikaz združevanja in ločevanja taninov oziroma polifenolov s proteini, 
saj lahko ligand (protein) fizično ločimo od absorbenta (tanin oziroma polifenol). Ločimo ju 
lahko z anionskimi ali neionskimi in kaotropnimi sredstvi. Z gelsko izključitveno 
kromatografijo lahko določimo razmerje med strukturo in lastnostmi polifenolov in proteinov, 
ne pa tudi stohiometrije topnih kompleksov. 
 
Jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance; NMR) se uporablja za zelo 
natančno določitev sprememb v strukturi polifenolov in proteinov preko kemijskih premikov, 
ki nastanejo zaradi vezave molekul. Ob določitvi strukture polifenolov in proteinov lahko 
določimo tudi vezavna mesta, mehanizme interakcij in disociacijsko konstanto. Za analizo so 
potrebne visoke koncentracije vzorcev, kar ima lahko za posledico netopnost polifenolov. Poleg 
tega smo omejeni z velikostjo proteinov, če želimo visoko resolucijo NMR-ja. Topila za analizo 
niso naravna ali fiziološka, so pa potrebna, da vzdržujemo topnost kompleksov. 
 
Masna spektrometrija ločuje nabite delce glede na razmerje mase in naboja, kar uporabimo za 
zaznavanje kompleksov polifenolov in proteinov. Zaznamo tudi stehiometrijo, mehanizem in 
strukturo kompleksa, ne pa tudi disociacijske konstante. Ker jih zaznavamo v plinasti fazi, ni 
nujno, da meritve kažejo tudi stanje v tekoči fazi. Poleg tega smo omejeni na polifenole z nizko 
molekulsko maso. Za analizo je potreben majhen vzorec, v katerem moramo zagotoviti 
stabilnost občutljivih nekovalentno vezanih kompleksov tako, da odstranimo čim več topila. 
 
Ozkokotno rentgensko sipanje in ozkokotno nevtronsko sipanje (angl. small-angle X-ray 
scattering in small-angle neutron scattering; SAXS in SANS) sta fundamentalni tehniki za 
določanje strukture molekul z natančnostjo nanometrov. Z njima lahko natančno preučujemo 
interakcije biomakromolekul v raztopini. Poleg tega lahko določimo tudi strukturno sestavo 
oblike, velikost, notranjo sestavo agregata in organizacijo domen. Rentgenski žarki interagirajo 
z elektroni atomov, sama občutljivost narašča z atomskim številom. Nevtroni pa interagirajo z 
jedri atomov tako, da atomsko število ne vpliva na občutljivost. Tako SAXS nudi podrobnejše 
podatke o obliki, SANS pa nam v kombinaciji z devterijevim označevanjem omogoči določiti 
mesto določenih komponent znotraj nekega kompleksa. Ozkokotno sipanje je zelo šibek učinek, 
zato mora biti vzorec za SANS zelo koncentriran, da dobimo dovolj natančne podatke za 
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analizo. Za SAXS je ta učinek manjši, saj je metoda bolj občutljiva. To vodi do težave 
agregacije kompleksov in do težave interakcije med polifenoli samimi, ki tvorijo 
supramolekularne strukture in jih je potrebno upoštevati pri meritvah. 
 
Precipitacijske (obarjalne) metode so po večini hitrejše in enostavnejše, a nam nudijo manj 
podatkov. Vse temeljijo na agregaciji, ki vodi do povečanja molekulske mase do točke 
netopnosti. Ti netopni kompleksi sipajo svetlobo in lahko oborijo. Z vsemi metodami dobimo 
podatke o relativni afiniteti polifenolov za proteine, o spreminjanju struktur polifenolov in 
proteinov ter o vplivu fizikalno kemičnih parametrov. Večina metod je omejena na 
mikrometersko skalo, izstopa le metoda dinamičnega sipanja svetlobe, ki poda vrednosti 
meritev tudi na nanometerski skali.  
 
Precipitacija (obarjanje) proteinov je hitra in enostavna metoda, ki temelji na centrifugiranju 
inkubirane raztopine s proteini in polifenoli ter analiziranju supernatanta ali sedimenta ali obeh. 
Z njo lahko določimo celotno število in naravo tistih polifenolov, ki se vežejo na proteine, in 
tistih, ki ostanejo prosti v raztopini. Paziti je potrebno, da se lahko polifenoli vežejo med seboj 
in med centrifugiranjem sedimentirajo, kar vodi do lažno višje vrednosti vezanih polifenolov 
na proteine. To rešimo tako, da centrifugiramo slepi vzorec, ki vsebuje samo polifenole. 
 
Turbidimetrija in nefelometrija temeljita na sposobnosti sipanja svetlobe netopnih kompleksov 
polifenolov in proteinov. Turbidimetrija je bila ena prvih metod, s katero so raziskovali 
sposobnost polifenolov, da se vežejo na proteine. Je metoda, pri kateri merimo transmitirano 
svetlobo skozi raztopino delcev. Potreben je vzorec z visoko koncentracijo delcev. Dobimo le 
podatek o kvantiteti, ne pa tudi o velikosti delcev. Za nefelometrijo je potreben manjši vzorec. 
Je direktno selektivna in občutljiva metoda za merjenje sipane svetlobe z delcev. Za to so pa 
potrebni idealni pogoji, kjer so vsi delci majhni in enaki med seboj. V motnem vzorcu z visoko 
koncentracijo razpršenih delcev pride do nezanemarljive absorpcije vpadne svetlobe. Poleg tega 
se lahko začnejo tvoriti nestabilni skupki, ki se oborijo. 
 
Dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering; DNS) meri hitrost obarjanja delcev 
v raztopini, ki sipajo svetlobo in tako omogoča oceno njihove velikosti. Poleg tega je izmerjena 
tudi jakost sipane svetlobe, v optimalnih pogojih tudi oblika in obstoj interakcij med delci 
samimi. Možno je tudi določiti kinetiko tvorbe kompleksov med proteini in polifenoli v krajšem 
časovnem obdobju ter porazdelitev velikosti delcev, ne pa tudi notranje sestave. Za vse to je 
potreben zelo čist vzorec, motni vzorci dajo nenatančne rezultate. 
 
Fluorescenčna emisijska spektrometrija (angl. fluorescence emission spectrometry) je 
indirektna metoda za določanje interakcije med polifenoli in proteini. Intenziteta emisijske 
fluorescence je sorazmerna s številom fluoroforov (triptofanski, tirozinski in fenilalaninski 
ostanki) v proteinih. Ob vezavi dušilne molekule (polifenol) na fluorofor intenziteta emisije 
pade. To je proces statičnega fluorescenčnega dušenja. Metoda je hitra, enostavna in natančna. 
Z njo lahko določimo število vezavnih mest, vezavno afiniteto in van't Hoffovo entalpijo. V 
kombinaciji z izotermalno titracijsko kalorimetrijo je možno določiti termodinamski profil in 
naravo interakcij. 
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2.5 INTERAKCIJE MED POLIFENOLI IN PROTEINI 
 
Polifenolni metaboliti v krvi niso prosti. Boulton in sod. (1997) so z raziskavo in vitro vezave 
kvercitina v krvni plazmi določili, da je nevezanega le 0,3-1,8 %. Glavni protein pri vezavi 
polifenolov je bil albumin, na katerega se je vezalo 97,9 % pri 37 °C (pri 20 °C se ga je vezalo 
99,4 %). Majhen delež se ga je vezalo še na α1 kisli glikoprotein in lipoprotein z zelo nizko 
gostoto (VLDL). Afiniteta do albumina se spreminja glede na strukturo polifenola. Primer: 
kamferol in izoramnetin, ki se od kvercetina razlikujeta le v pripetih skupinah na obroču B, 
imata podobno afiniteto do albumina. V primeru substitucije 3-OH skupine kvercetina s 3-O-
glikozidno skupino (nastane rutin ali izokvercitin) se afiniteta močno spremeni. Učinek 
sulfatacije in glukuronidacije ni dobro poznan, je pa zelo verjetno odvisen od mesta substitucije.  
 
Tesno zviti globularni proteini imajo nižjo afiniteto do polifenolov v primerjavi z naključno 
zvitimi ali rahlo zvitimi proteini. Proteini z visoko afiniteto do polifenolov imajo ponavadi 
večjo molekulsko maso, odprto in fleksibilno konformacijo ter so bogati s prolinom. Prav tako 
imajo večjo afiniteto glikozilirani proteini, saj pripeti oligosaharidi držijo proteine v nekoliko 
odprti konformaciji, kar izpostavi hidrofobno notranjost. Polifenoli proteine zlahka oborijo 
blizu njihove izoelektrične točke. Tesno in naključno zviti proteini, zlasti pa proteini bogati s 
prolinom, nimajo omenjene lastnosti. Da imajo polifenoli visoko afiniteto do proteinov, morajo 
biti dovolj majhni, da prodrejo interfibrilarne regije proteinov in dovolj veliki, da tvorijo 
navzkrižne povezave med peptidnimi vezmi. 
2.5.1 Vpliv strukture polifenolov na interakcije s proteini 
 
Ko z metilacijo proste hidroksilne skupine na flavonoidih preprečujemo tvorbo konjugatov z 
glukuronsko kislino in sulfati, se drastično poveča črevesna absorpcija in metabolna stabilnost. 
Če primerjamo nekatere metilirane in metoksilirane flavonoide z njihovimi oblikami pred 
modifikacijo, je afiniteta do albumina od 2 do 16 krat večja. Poveča se lahko tudi število 
vezavnih mest. Fizikalno kemično gledano metilacija poveča hidrofobnost flavonoidov, 
posledično tudi afiniteto do proteinov in zmožnost prodretja do bogate notranjosti proteina s 
triptofanom. Metilacija poveča biološko dostopnost in olajšuje pasivni transport v tkiva. V 
primeru, da je tkivo rakavo, polifenoli deloma preprečujejo proliferacijo rakavih celic. Zmanjša 
se tudi pojavnost stranskih učinkov. 
 
 
Slika 3 Oštevilčenje in označba vezavnih mest in obročev na molekuli flavonoidov. 
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Preglednica 1 Učinek hidroksilacije flavonoidov na afiniteto do HSA in BSA v in vitro okolju (Xiao in sod., 
2012). 
Skupina Obroč Mesto Primer Protein Učinek 
Flavoni A 7 H→OH flavon→7-OH-flavon HSA ↑ 
  5 H→OH 7-OH-flavon→hrizin HSA ↓ 
  6 H→OH hrizin→baikalein HSA brez 
 B 4' H→OH hrizin→apigenin HSA ↑ 
  3' H→OH apigenin→luteonin HSA ↑ 
    BSA ↑ 
 C 3 H→OH krizin→galangin HSA ↓ 
   apigenin→kamferol HSA ↓ 
   luteonin→kvercetin HSA ↓ 
    BSA ↑ 
   diosmetin→tamariksetin HSA/BSA ↓ 
Flavonoli A 5 H→OH fisetin→kamferol HSA ↑ 
 B 3' H→OH kamferol→kvercetin HSA ↓ 
    BSA ↑ 
  4' H→OH galangin→kamferol HSA brez 
  5' H→OH kvercetin→miricetin HSA brez 
  4' H→OH galangin→kamferol BSA ↑ 
  5' H→OH kvercetin→miricetin BSA ↑ 
Izoflavoni A 5 H→OH daidzein→gnistein HSA ↓ 
    BSA ↑ 
   formononetin→biohanin A HSA ↓ 
  
Pogoj za antioksidativne lastnosti flavonoidov so prisotnost dvojne vezi med C2 in C3 na 
obroču C, dve hidroksilni ali tri sosednje hidroksilne skupine na obroču B ter prisotnost 
hidroksilne skupine na C5 in C7. Strukturne razlike flavonoidov lahko močno vplivajo na 
afiniteto do človeškega serumskega albumina (HSA). V tabeli 1 so prikazane različne afinitete 
za HSA in goveji serumski albumin (BSA) v in vitro pogojih glede na hidroksilacijo določenih 
skupin na obročih A, B in C. Slika 3 prikazuje ogljikovo ogrodje flavonoidov z oštevilčenimi 
vezavnimi mesti ter označenimi obroči in pomaga kot referenca mesta spremembe. 
Hidroksilacija na obroču A, mestu 7 močno poveča afiniteto do HSA. Afiniteta 7-
hidroksiflavona je 42 krat večja od flavona. Hidroksilacija na mestu 5 pa zmanjša afiniteto. 
Afiniteta hrisina (hidroksilna skupina na mestih 5 in 7) je za 3 krat nižja od 7-hidroksiflavona. 
Hidroksilacija na mestu 6 ni spremenila afinitete. Ena hidroksilna skupina na obroču A je 
optimalno število, saj je najvišja afiniteta pri 7-hidroksiflavonu z eno hidroksilno skupino. Če 
jih je več kot ena na mestih 5, 6 in 7, je afiniteta nižja. Na obroču B afiniteta narašča s številom 
hidroksilnih skupin. Hidroksilacija na mestu 4' ali 3' je povečala afiniteto. Afiniteti apigenina 
(5, 7, 3') in luteolina (5, 7, 3', 4') sta tako približno 6 in 8 krat višji kot pri hrisinu (5, 7) in 
apigeninu (5, 7, 3'). Hidroksilacije na obroču C zmanjšajo afinitete. Afinitete galangina (3, 5, 
7), kamferola (3, 5, 7, 3') in kvercetina (3, 5, 7, 3', 4') so približno 1,4, 9,1 in 12,3 krat manjše 
od hrisina (5, 7), apigenina (5, 7, 3') in luteolina (5, 7, 3', 4'). Pri flavonolih velja, da afiniteta 
do BSA narašča s številom hidroksilnih skupin na obroču B. Ravno tako naraste afiniteta, če je 
skupina prisotna na mestu 3', ni pa učinka na mestih 4' in 5'. Afiniteta miricetina (3', 4', 5') je 
skoraj enaka kot od kvercetina (3', 4'), afiniteta kamferola (4') pa je enaka kot od galangina 
(brez hidroksilne skupine na obroču B). Najbolj prominentni flavonoli v hrani, kot sta kvercetin 
in kamferol, imajo 5,7-dihidroksilne skupine na obroču A. Tu hidroksilna skupina na mestu 5 
poveča afiniteto za 2,4 krat. Če odstranimo hidroksilno skupino kamferola z mesta 3', se 
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afiniteta do HSA zmanjša za 11 krat. Pri izoflavonih hidroksilacija na mestu 5 zmanjša afiniteto. 
Afiniteti daidzeina (7, 4') in formononetina (7) sta približno 5 in 14 krat višji od genisteina (7, 
5, 4') in biohanina.(7, 5), po drugi strani pa je razdalja med genisteinom in triptofanskimi 
ostanki HSA manjša kot pri daidzeinu (Xiao in Kai, 2012). 
 
 
Slika 4 Vpliv glikozilacije flavonoidov na znižanje afinitete do HSA. Prikazano je razmerje med vezavno 
afiniteto flavonoida in pripadajočega glikozida (Xiao in sod., 2012). 
Prehrambeni flavonoidi so v naravi skoraj vedno v obliki beta-glikozidov. Flavonoli so 
večinoma v obliki 3- in 7-O-glikozidov, v nekaterih rastlinah je glikozilirano tudi mesto 4'. 
Ostale skupine flavonoidov so glikozilirane na mestu 7, z izjemo izoflavona puerarina, ki ima 
C-glukozo na mestu 8. Vidimo, da je vezavna afiniteta kvercetina do HSA 478,64 krat večja od 
rutina, njegovega glikoziliranega ekvivalenta. Pri paru baikalein in baikalin pa je faktor samo 
2. Glikozilacija bi lahko zmanjšala afiniteto zaradi povečane velikosti molekule in polarnosti 
ter prenosa molekule v tretjo dimenzijo. Ko se hidroksilna skupina zamenja z glikozidom, pride 
do sterične ovire, kar zmanjša afiniteto do HSA. Možna je razlaga, da glikozilacija zmanjša 
hidrofobnost flavonoidov, hidrofobne interakcije pa igrajo pomembno vlogo pri vezavi molekul 
na HSA. 
 
Dvojna vez med ogljikoma C2 in C3 v konjugaciji z 4-okso skupino ima pomembno vlogo pri 
afiniteti flavonoidov do HSA. Hidrogenacija dvojne vezi za veliko flavonoidov zmanjša 
afiniteto za faktor 102-104. Za miricetin se afiniteta tako zmanjša za faktor 104 
(dihidromiricetin), pri dihidrokvercetinu pa je afiniteta skoraj ničelna napram kvercetinu. 
Afiniteta apigenina je 250 krat manjša od naringenina. Hidrogenacija na afiniteto flavonoidov 
ne vpliva, če nimajo nobene hidroksilne skupine. Planarnost obroča C je tako pomembna za 
interakcije s proteini, saj nasičena C2-C3 vez omogoča obračanje obroča B glede na obroč C. 
Dvojna vez poveča p konjugacijo vezi med B in C obročem. Molekule s planarno strukturo 
lažje prodrejo v hidrofobno notranjost proteina (Xiao in Kai, 2012). 
 
Poleg strukture polifenolov vplivajo na interakcije med polifenoli in proteini še ostali parametri, 
kot so temperatura, pH, tip in koncentracija proteinov, koncentracija soli ter dodatek reagentov. 
Temperatura lahko vpliva na nastanek vodikovih in hidrofobnih vezi. Pri interakciji med BSA 
in neoklorogensko kislino je pri preučevanih temperaturah 5, 25 in 60 °C afiniteta padala s 
temperaturo. Na vezavo procianidina na BSA pa temperatura ni vplivala. pH vpliva na oboritev 
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kompleksov polifenolov in proteinov. Najnižja topnost teh kompleksov je med pH vrednostima 
0,3 in 3,1 pod izoelektrično točko proteinov. Pri pH nižjem od 7 pri interakciji med klorogensko 
kislino in BSA nastanejo nekovalentne vezi, z nižanjem pH-ja narašča tudi število molekul 
klorogenske kisline vezanih na molekulo BSA. V območju pH-ja blizu izoelektrični točki BSA 
poveča afiniteto ferulne in klorogenske kisline do BSA. Pri epikatehinu pH ne vpliva na 
afiniteto. Na interakcije med različnimi proteini in polifenoli vpliva tako koncentracija proteina 
kot tudi polifenola. Fenolne spojine se lahko vežejo na proteine hidrofobno ali hidrofilno, 
odvisno od izoelektrične točke in aminokislinske sestave proteina. Oboritev proteinov s 
koncentracijo ni vedno sorazmerna. Pri nizkih koncentracijah BSA (0,5-1,0 mg/ml) se učinek 
obarjanja spreminja zanemarljivo malo, pri koncentracijah nad 1,0 mg/ml pa delež oborjenih 
proteinov narašča. Povišana koncentracija soli v raztopini zmanjša moč vezi med proteinom in 
polifenolom, saj se z višjo koncentracijo manjša število vezavnih mest. Vpliv reagentov lahko 
pogledamo na primeru Na2SO3, ki že pri 0,01 M raztopini prepreči interakcije (Ozdal in sod., 
2013). 
2.5.2 Reverzibilne interakcije 
 
Večina polifenolov se reverzibilno veže na proteine s hidrofobnimi in vodikovimi vezmi. 
Hidrofobne interakcije nastanejo med aromatskim obročem polifenolov in hidrofobnim mestom 
na proteinih kot je pirolidinski obroč prolila (derivat prolina). Vodikove vezi nastanejo med 
protonskim akceptorjem na proteinih in hidroksilno skupino polifenolov. Možen je tudi 
nastanek ionskih vezi med amino skupino lizina na proteinih in negativno hidroksilno skupino 
polifenolov (Slika 5). Pojavnost ionskih vezi je bolj redka v primerjavi z ostalimi. 
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Slika 5 Nekovalentne interakcije med polifenoli in proteini (Bourvellec in Renard, 2013). 
Nastanek vodikovih vezi lahko zavirajo akceptorji protonov (sečnina), nepolarna topila 
(etanol), povišana koncentracija soli in povišana temperatura. Afiniteta neoklorogenske kisline 
do BSA na primer pada z višanjem temperature. Na to so tanini odporni. Pri višjih temperaturah 
afiniteta spet naraste, ker proteini delno denaturirajo, s čimer izpostavijo hidrofobno notranjost. 
 
Tanini pri pH vrednosti 4,9 lažje obarjajo globularne proteine s kislo izoelektrično točko (BSA) 
kot pri pH vrednosti 7,8. Proteini z izoelektrično točko nad pH 7 (lizocim) se obarjajo pri višjem 
pH-ju. Rawel in sod. (2005) so opazili, da so interakcije taninov in ferulne kisline s proteini 
najmočnejše pri izoelektrični točki proteina, saj so takrat odbojne interakcije med molekulami 
proteina najmanjše. Na afiniteto neoklorogenske kisline in epikatehina za BSA, pH ne vpliva. 
Povišano obarjanje proteinov blizu izoelektrične točke je povezana z nizko topnostjo pri tem 
pH-ju. 
2.5.3 Ireverzibilne interakcije 
 
Ireverzibilne interakcije med polifenolnimi spojinami in proteini so posledica kovalentnih vezi 
med proteini in polifenoli. Tvorba teh vezi vključuje oksidacijo polifenolov in nastanek o-
kvinonov, o-semi-kvinonov ali cepitev proantocianidinskih interflavanskih vezi v kislem 
mediju s tvorbo karbokationov. Polifenoli so podvrženi encimatski in neencimatski oksidaciji. 
Encimatska oksidacija poteka ob prisotnost kisika, polifenola in polifenoloksidaze (PPO). 
Produkt te reakcije s prenosom dveh elektronov je kinon. PPO-je ločimo na kateholoksidaze in 
lakaze. Kateholoksidaze lahko katalizirajo dve različni reakciji: hidroksilacijo monofenolov v 
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o-difenole in oksidacijo o-difenolov v o-kinone (Slika 6A). Obe reakciji porabita kisik in sta 
katalizirani z monofenolazo in o-difenolazo. Čeprav sta reakciji različni, lahko večina 
kateholoksidaz katalizira obe reakciji z različno učinkovitostjo. Drugi sistem reakcij je 
kataliziran z lakazami, ki lahko oksidirajo širok izbor substratov, med njimi tudi p-difenol in o-
difenol do njunih pripadajočih kinonov (Slika 6B). Lakaze ob presežku o-difenola in o-kinona 
proizvajajo o-semikinone z reakcijo komproporcionacije: o-difenol reagira z o-kinonom 
(produkt reakcije s kateholoksidazo) pri čemer nastaneta dva o-semikinona. Peroksidaze lahko 
katalizirajo manjši del oksidacij polifenolov na račun vodikovega peroksida. Produkt prve 
stopnje njihove oksidacije je o-semikinon. 
 
 
Slika 6 Encimatsko katalizirana oksidacija s polifenoloksidazami (A) in oksidacija katalizirana z lakazami (B) 
(Bourvellec in Renard, 2013). 
Neencimatske oksidacije delujejo na način samooksidacije ob prisotnosti reaktivnih kisikovih 
spojin. Produkt prenosa enega elektrona je o-semikinon. Samooksidacija poteče pri povišanem 
pH-ju. Pri bazičnem ali nevtralnem pH-ju se ravnovesje premakne v smer fenolatnih oblik, ki 
se oksidirajo z aktivnimi kisikovimi spojinami (Slika 7A). O-kinoni in o-semikinoni lahko 
nastanejo tudi ob oksidaciji z nekaterimi kovinskimi kationi (Slika 7B). Med toplotnim 
obdelovanjem hrane s polifenoli lahko ti s toplotno povzročeno oksidacijo oksidirajo do o-
kinonov in o-semikinonov ali razpadejo. 
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Slika 7 Nastanek o-semikinonov z neecimatkso samooksidacijo fenolarnih oblik v bazičnem okolju (A) in 
oksidacijo s kovinskimi kationi (B) (Bourvellec in Renard, 2013). 
2.6 POSLEDICE INTERAKCIJ POLIFENOLOV S PROTEINI KRVNE PLAZME 
 
Polifenoli so sestavni del zdrave prehrane. S fizikalno kemičnimi lastnostmi so preprečevalci 
nekaterih kroničnih bolezni, saj preprečujejo glikacijo, fibrozo, oksidacijo in vnetja. Interakcije 
med polifenoli in proteini so znan fenomen, kot je na primer vezava polifenolov na proteine v 
slini, ki povzroči netopne komplekse in posledično trpek okus hrane. Med razvojem bolezni so 
plazmatski proteini podvrženi oksidativnemu stresu, kar lahko povzroči nepravilnosti na 
proteinu. Poleg tega polifenoli preprečujejo oksidacijo LDL, oksidiran LDL pa je povezan s 
kardiovaskularnimi boleznimi in diabetesom, saj spreminja odziv makrofagov na vnetje. 
Izvedene so bile obširne raziskave za razumevanje koncentracij, pri katerih so polifenoli in vivo 
koristni. Pokazalo se je, da so koncentracije učinkovanja polifenolov in vitro veliko višje od in 
vivo koncentracij. Antioksidativna aktivnost polifenolov v krvni plazmi se zniža z 
glukuronidacijo, metilacijo ali sulfatacijo, ki se ponavadi zgodijo med črevesno prebavo. Ne 
smemo pa spregledati dejstva, da se lahko polifenoli prikrijejo kot adukti proteinov in se lahko 
reaktivirajo z reakcijami dekonjugacije. Zato je lahko koncentracija polifenolov v plazmi lažno 
manjša ravno zaradi vezave polifenolov in njihovih metabolitov na proteine. Flavonoidi in 
tanini so še posebej v veliki meri vezani na proteine, katerih s standardnimi analitskimi pristopi 
ne moremo zaznati. Veliko študij je bilo izvedenih za preučevanje interakcij med polifenoli in 
plazmatskimi proteini in vitro, le malo za in vivo (Li in Hagerman, 2013). 
 
Interakcije s proteini stabilizirajo nekatere polifenole in jim podaljšajo življenjsko dobo v 
plazmi. Primer so katehini iz čaja, ki so zaščiteni pred oksidacijo, če so vezani s HSA. Vezava 
na proteine lahko zniža aktivnost polifenolov v serumu. Potrebno bi bilo še raziskati, če se jim 
po sprostitvi s proteinov nosilcev povrne celotna aktivnost. Perez-Vizcaino in sod. (2012) so 
opisali flavonoidni paradoks, ki govori o najpomembnejšem flavonoidu kvercetinu z veliko 
pozitivnih učinkov na zdravje. Po vnosu v telo ga v plazmi skorajda ne najdemo. Prav tako ima 
nizko aktivnost in vitro. V plazmi se nahaja v metilirani obliki in v obliki glukuronskih ter 
sulfatnih konjugatov. Encimi z dekonjugacijo povrnejo aktivnost starševskih aglikonov, ki se 
nato nakopičijo v specifičnem tkivu. Primer: vaskularne endotelijske celice izločajo beta-
glukuronidazo, ki cepi konjugirane polifenole na glukuronsko kislino in pripadajoči aglikon. 
Po sprostitvi na tarčnem mestu, lahko polifenoli inhibirajo NADPH oksidazo ali lipoksigenazo, 
s čimer regulirajo koncentracijo dušikovega oksida in s tem spreminjanje premera arterije. 
Uporaba novejših imunokemijskih metod za preučitev tarčnega tkiva polifenolov in njihovih 
metabolitov bi lahko povečala razumevanje, kako specifičen metabolizem za neko tkivo 
povzroči bioaktivnost polifenolov kljub nizkim koncentracijam. 
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Ishii in sod. (2011) so preučili, kako HSA vpliva na stabilnost epigalokatehin galata (EGCG). 
Ugotovili so, da HSA ščiti EGCG pred oksidacijo ne pa tudi epigalokatehina (EGC). EGCG je 
imel višjo afiniteto do HSA zaradi dodatne hidrofobnosti galatne skupine. Lu in sod. (2007) so 
opisali vezavo resveratrola (fitoaleksin, ki tudi preprečuje karcinogenezo, koronarno srčno 
bolezen in nevrodegenerativne bolezni) na HSA in hemoglobin. Zaradi slabe topnosti v vodi se 
mora vezati na proteine, da ostane v plazmi v visokih koncentracijah. Oba proteina imata samo 
eno vezavno mesto za resveratrol. Večjo afiniteto ima do HSA kot do hemoglobina. S CD 
spektroskopijo so določili spremembo sekundarne strukture. Delež α-heliksov je padel za 18,75 
% pri HSA in za 9,43 % pri hemoglobinu. Sklepali so, da se resveratrol na HSA veže s 
hidrofobnimi interakcijami, na hemoglobin pa z vodikovimi vezmi.  
 
Interakcije med polifenoli in proteini lahko vodijo do sprememb fizikalno kemijskih lastnosti 
proteinov, kot so topnost, termična stabilnost in prebavljivost. Poleg tega se lahko spremenijo 
prehrambne lastnosti proteinov zaradi modifikacij esencialnih aminokislin (Ozdal in sod., 
2013). Min in sod. (2004) so s fluorescenco in FTIR spektroskopijo ugotovili, da ima HSA eno 
vezavno mesto za cimetovo kislino in njene hidroksilne derivate (p-kumarna in kavna kislina). 
Največja vezavna konstanta za razmerje koncentracij polifenola in HSA med 1 in 10 je bila pri 
kavni kislini, sledila je p-kumarna in nato cimetova kislina. Spremembe sekundarne strukture 
HSA po interakciji s temi tremi polifenoli so določili s primerjanjem amidnega 1 in amidnega 
3 pasova, določena s FTIR spektroskopijo. Vsebnost α-heliksov je po vezavi padla za 9 % pri 
kavni, za 5 % pri p-kumarni in za 3 % pri cimetovi kislini. Ugotovili so tudi, da postanejo pri 
koncentracijskem razmerju 10 interakcije bolj zapletene. Določen polifenol se je lahko vezal še 
na ostala vezavna mesta na HSA in s tem spremenil konformacijo HSA v bolj rahlo. Rawel in 
sod. (2002) so preučevali spremembe na BSA pri kovalentni vezavi različnih koncentracij 
klorogenske kisline pri pH 9. Klorogenska kislina se veže na lizin, cistein in triptofan ter jih s 
tem blokira, kar so zaznali kot padec deleža le teh. Število vezanih molekul klorogenske kisline 
ni sovpadalo s številom blokiranih mest na BSA, kar potrdi dejstvo, da se nekatere proteinske 
skupine navzkrižno vežejo inter- in intramolekularno. BSA je tudi polimeriziral, kar so zaznali 
kot frakcije visokih molekulskih mas. Ob vezavi klorogenske kisline na BSA so izmerili zamik 
izoelektrične točke BSA proti kislemu pH-ju zaradi blokiranja epsilon amino skupine lizina 
(sprememba neto naboja). Vezava je zmanjšala delež α-heliksov in vzporedno povečala delež 
ostalih struktur. Enaka vezava na HSA zmanjša delež α-heliksov, ne poveča pa deleža ostalih 
struktur. 
 
Prigent in sod. (2007) so primerjali kovalentne interakcije proteinov (BSA in lizocim) s 
klorogensko kislino oksidirano s polifenoloksidazo (PPO) pri pH 6 in samooksidirano pri pH 
9. Večjo reaktivnost so izmerili pri klorogenski kislini oksidirani neencimatsko pri alkalnem 
pH-ju. Pokazali so, da so dimeri klorogenske kisline bolj reaktivni od monomerov in so se tako 
raje vezali na proteine. Po vezavi na lizocim so zaznali močen padec topnosti in nastanek 
lizocimskih dimerov. Topnost BSA-ja je bila po vezavi le malo spremenjena pri kislem pH-ju. 
 
Xie in sod. (2012) so raziskali, kako glikacija pri diabetesu tipa 2 vpliva na nekovalentne 
interakcije med proteini krvne plazme in polifenoli. Merili so razlike med plazmatskimi proteini 
zdravega človeka (PPZ) in plazmatskimi proteini diabetika (PPD). Glikacija PPZ je zmanjšala 
afiniteto do njih 1,17-16,6 krat. Razlike so bile večje pri lipofilnih polifenolih. 
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Baba in sod. (2007) so preučili vpliv polifenolov iz kakavovega prahu (katehini in procianidini) 
na LDL in HDL. Raziskavo so izvedli pri ljudeh z normalnim stanjem holesterola in pri ljudeh 
s povišanim holesterolom v časovnem obdobju 12 tednov. Pokazali so, da se z vsakodnevnim 
vnosom kakavovega prahu zmanjša občutljivost LDL na oksidacijo in poveča koncentracija 
HDL. Možno je, da povišana koncentracija HDL zmanjša občutljivost LDL na oksidacijo. S 
tem so dokazali, da vnos s polifenoli bogate hrane lahko zniža pojavnost ateroskleroze. 
3 ZAKLJUČEK 
 
Polifenoli so edinstvena skupina naravnih molekul z veliko afiniteto do proteinov. Izvedene so 
bile številne študije vpliva interakcij med polifenoli in proteini na antioksidativne sposobnosti 
polifenolov. Slabše pa je poznan vpliv na posamezne polifenole. Morali bi bolje poznati vpliv 
črevesne mikroflore na biološko dostopnost polifenolov. Manj je poznan tudi mehanizem 
absorpcije v telo. Nekateri glikozidi flavonolov se na primer lažje absorbirajo od svojih 
aglikonskih oblik. Dejstvo je, da aglikoni niso tako pomembni metaboliti v krvi zaradi obširne 
konjugacije v črevesju in jetrih, a so še vedno cilj velike večine raziskav. Številne študije so 
podale tudi nasprotujoče rezultate. Potrebne bi bile dodatne študije za poznavanje mehanizmov 
in posledic interakcij med polifenoli in proteini krvne plazme. Razširile bi nam znanje o 
potencialni uporabi polifenolov v zdravi prehrani in v zdravstvu. 
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